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6.Shinichiro Katoh, Haruki Kitazawa, Takeshi Shimosato, Masanori
Tohno, Yasushi Kawai and Tadao Saito; Clonlng and characterization of









ブタTolHike receptor 9 (sTLR9)の腸管バイエル板からのクローニングとそ
の発現解析







ブタTo‖-(ike receptor (STLR) 9発現細胞系の構築とその利用
日本畜産学会　第102回大会　講演要旨集, p.69,2003.
5.北津春樹､下里剛士､川井　泰､曹藤忠夫












































































































アダプター分子MyD88を介してIL-1 receptor associated kinase (lRAK),






















































































































































































かに適当量のTRIzoI Reagent(組織体積の10倍量以上, samp一e 50-
100mg/mL TRIzoJ, Life Technologies)の入った丸底プロピレンチュ-プ








レットを得た･ 1 mL冷75%主クノール(RNase free)で洗浄後,エタノール
を完全に風乾し･ DEPC-H20に溶解L Total RNA溶液を得た. Total RNA清
さ掛naKaRa O[igotexT"-dT30 Super mRNA Purification Kit(TaKaRa, Kyoto,
Japan)を用いてPoly(A)'mRNAのみを精製した.すなわち,マイクロチュー
ブに付属の2× Binding Buffer 50pr, 0日gotexTM-dT30 1 0pLおよびTotal RNA
溶液50pLを合わせ･ 70℃, 3min加熟した後,室温で10mjn放置した.逮
心分離後(1 5･000rpm･ 4℃, Smin),上着を除去し,付属のWash Buffer350pL
でOligotexT"-dT30を懸濁後,スピンカラムに移した.再び遠心分離し
(15,000rpm, 4℃, 5min),この操作をもう一度繰り返した.カラム内の
OJigotexT"-dT30は, 70℃に保温したRNase free water 20-50pLにより懸
濁し,新しいマイクロチュ-ブに遠心回収(15,000rpm,4℃, Smin)した.
ト4)ブタTLR9特異的PCRプライマーの設計
ヒトTLR9 (DDBJ/EMBL/GenBank, accession number; ABO45180) ,
マウスTLR9 (DDBJ/EMBL/GenBank, accession number; AF348140)お
よびネコTLR9 (DDBJ/EMBL/GenBank, accession number; AY137581)
cDNA構造遺伝子領域より,高度に保存されている領域をGENETYX-SV/RC
Ver･1 1･0･3･1 (Software deve一opment,Tokyo)により解析し,ブタTLR9特
異的プライマーを設計した1 01igo-DNAの化学合成は全てSawady





て, THERMO ScriptT" revers'e transcriptase (lnvitrogen Corp., Carlsbad, CA
USA)による逆転写反応によりcDNAを合成した.
ト6) cDNAの精製
-･cDNA　の精製は, QlAquick PCR Purification Kit(QIAGEN Co.,
Ltd.,Tokyo,Japan)を用いて行った.すなわち, PCR産物の5倍量のBufferPB
を混ぜ, qlAquick co山mに加えた.遠心後(13,000rpm, 4℃, 1min),流出










0･002MEDTA, pH8.0)を用いた.分子量マーカーは, 1Kbp Stab一e









Quantum PrepT" Freeze 'N Squeeze DNA Gel Extraction Spin








Easy vector(song)をIpl, DNA溶液を3pI, T4 DNA LigaseをILLI加えよ
く混合し, 20℃, 1hrインキュベートした.ライゲ-ション済みプラスミド
溶液10tA=ま,丸底のプロピレンチューブ(Falcon2006､ Becton Dickinson､




















PrepTM Plasmid Miniprep Kit(B旧RAD)を用いた.すなわちダイレクトPCRに
よりブタTLR9 cDNA断片の存在を確認した菌株を菌株保存用培地上のコロニ
ーから滅菌楊枝でかき取り, Terrific broth(TB)培地(3.OmL)に接種し, 37℃
で16hour振蓋培養した.培養液は1.5mLのマイクロチューブに移し, 2回











SequiTherm EXCEL'M ll DNA Sequencin9　Kits-LC(for　66-cm
gels)(EPJCENTRE TECHNOLOGIES, Madison, USA)を用いたサイクルシーク
エンシング反応により行った.すなわち, A,T,G,Cと記した0.5mLのマイク
ロチューブにSequitherm EXCEL Jl -LC Termination Mix A,T,G,Cをそれぞ
れ2LAげっ分注した･そこにPremix solutionを4p)ずつ分注し, Table2-2-
8に示した条件で反応させた.サイクル終了後,各反応液に3LAJの
Stop/Loadin9 Bufferを加え,よく混合した. 95℃, 3min加熟し,氷上で
急冷した後, 1･5LAlをDNAシーケンサーModeJ 4000L (Li-cor,Lincoln,USA)
にアプライした.データ解析は, lmageAnalysisVersion2.10により行った.
ト14) DNA配列決定
SequjTherm EXCELT"日　DNA Sequencing Kits-LC(for　66-cm
9els)(EPICENTRE TECHNOLOGIES, Madison, USA)を用いたサイクルシーク
エンシング反応により行った.すなわち, A,T,G,Cと記した0.5mLのマイク
ロチューブにSequitherm EXCEL " -LC Termination Mix A,T,G,Cをそれぞ
れZplずつ分注した･そこにPremix soJutionを4LAIずつ分注し, Table2-2-
8に示した条件で反応させた･サイクル終了後,各反応液に3pJの
Stop/Loading Bufferを加え,よく混合した. 95℃, 3min加熟し,氷上で













ト17)ブタTLR9 0RF(open reading frame)のクローニング











1-1 8) Reaトtime quantitative PCR法によるmRNAの定量
PCR溶液調製にはLightCycJer-FastStart DNA Master SYBER Green lを使



















Component of reaction mixture fわr PCR
LightCycIer-FastStart DNA Master SYBR Green l
template DNA
MgC12 Stock solution, 25mM
Expression analysis Forward primer ( 10pmol/ml)


























CompDRBnt Of reac加rLmixtlue for PCR
ushK:yEler-FastStart DNA旭ster SYBR Green I
MgC12 Stock sohto札25mM
temphte DNA:
Prepam a fresrl丘加加rL Serie5.3f iTL只9 DNA fm噂merLt






叫re ssion analysis Fon抱rd prime r (lE]prnDl/rid)




























CロmPOne rLl of reactE)rL m血Ilre for PCR
UBhtCycler-FastStart DNA旭ster SYBR GreerL I
MsCl2 Stock sol此on. 35ItiM
temphte CDNA:
derived from heart thymtw･ 111喝SPleen. kidNy.
skEb tat mWe止. d心血rLurn. Je]tmtLm. ile UZTL
Peyds patches and meserLte血1ymph nodes
E申re ssion analysis Fon侃rd prime I (10pmDUd)
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ト20)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の作製




















































(Amersham Pharmacia Biotech, Backinghamshire, England)を用いて反
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1-24-3) BL-21コンビテントセルへのトランスフォーメーション































PAGE(分離ゲル濃度1 4%)に供した後, SEMトPHOR'M (HOEFER SC肥NT肝IC
INSTRUMENTS)を用いて　PVDF　膜(HybondTM-P;amersham Pharmacia
Biotech,Backinghamshire,Eng一and)に転写し, Rapid CBB KANTO(KANTO
CHEMICAL CO.,lNC)で染色(10min)級, 50%メタノールでバックグラウンド
を脱色(10min)した･ PVDF膜は, 100%メタノールで完全に脱色(Smin)し,
TBSIT(0105%Tween20を含むtris-buffered saline,pH8.2)で洗浄(Smin x 1
回)後,ブロッキングバッファー(TBS-T with 1% BSA,1.5% Goat-
serum:Vector Laboratories,lnc･,Burlingame,CA)でブロッキング(4℃,1 4h)
した･ LABO SHAKER(BlO CRAFT)を用いてPVDF膜をTBS-Tでよく洗浄
(Sminx1回)級,抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を抗体反応･希釈用バッ













PBSを入れたPETRI DISH(INA ･ OPTICA,Co.,Ltd)に二枚重ねのガーゼを敷
き,その上で細断した成熟ブタの腸管膜リンパ節を押し潰しながら細胞をP巨s
中に懸濁させ,細胞懸濁液を調整した.細胞懸濁液をPBSで2回遠心洗浄
(5000rpm,4℃,5mjn)後, RIPAバッフ7 -(1% NP-40,0.1% Sodium
Deoxycholate,0.1%　SDS,150mM NaCI,lmM EDTA,0.2mM Sodium
orthovanadate,1 % aprotininを含む1 0mM TrJ'sIHCl,pH7.4)で細胞成分を溶

















PAGE(分離ゲル濃度8%)に供した後, SEMI-PHOR'M (HOEFER SC肥NTlRC
INSTRUMENTS)を用いて　PVDF膜(Hybond'M-P;amersham Pharmacia
Biotech,Backinghamshire,England)に転写し, Rapid CBB KANTO(KANTO
CHEMICAL CO.,lNC)で染色(10min)級, 50%メタノールでバックグラウンド
を脱色(10min)した･ PVDF膜は, 100%メタノールで完全に脱色(5min)し,
TBS一丁(0･05%Tween20を含むtris-buffered saline,pH8.2)で洗浄(Smin x 1
臥)後,ブロッキングバッフ7-(TBS-T with l% BSA,1.5% Goat-
serum:Vector Laboratories,lnc･,Burlingame,CA)でブロッキング(4℃,1 4h)
した･ LABO SHAKER(BJO CRAFT)を用いてPVDF膜をTBS-Tでよく洗浄
(Sminx1回)級,抗ブタTLR9ポリクローナル抗体を抗体反応･希釈用バッ







浄(3minx5回)し, ECF(Amersham Pharmacia Biotech, Backinghamshire,
England)を用いて反応(Smin)後, Attophos(Ex;440nm,Em;560nm)杏




































の組織片をl% Arabic Gum/8% Sucrose in PBSで洗浄放置(4℃,24h)級,
さらに1%ArabicGum/16% Sucrose in PBSで洗浄放置(4℃,24h)し,固定
液を完全に洗い流した.
1-26-4)組織片の包埋




























浄し, PermaF山o｢M Aqueous Mounting Medium(lMMUNON)を用いてスラ
イドガラスに封入後,共焦点レーザー顕微鏡(B10-RAD)により解析した.
1-26)フローサイトメトリーによる解析










Ffuor 488 F(ab')2 fragment of goat anti-rabbit lgG (H+L)(Molecular
Probes,lnc.,Eugene)を各ウェル20pIずつ加えて懸濁し,抗体反応




ヒト胎児腎細胞(Human primary embryonal kidney ce"S; HEK293T),お




























CDmPOrLe rLt Of reをCbOrL mixttut fE)I PCR
ID X PCR Btlだ打
ユ5mM dNTPmix






















































ー(PCDNA3+swine TLR9) 1 LLgを溶解したOPTI-MEM培地(Jnvitrogen)200BAl
をよく混ぜ合わせエツペンに回収した(20-30min,室温放置,この間に細胞
のDishをOPTトMEMで3回洗う). OPTトMEMを1.6mL加え, tota一 ZmLと




















HEK293T細胞(293T celtssTLR9trans ),トランスフェクタントCHO K-1(CHO





293Tcontrol,および293T sTLR9transを1 ×105個ずつ96well Dishに播き,
P巨s+5%FCSで2回遠心洗浄後, 1次抗体として100倍希釈Anti-FLAG MS
mouse lgGl monocfonal antibody (SIGMA)およびAnti-swine TLR9 rabbit
JgG polycJonal antibody; 50LALに懸濁し, 4℃で1hour処理した.
P巨s+5%FCSで2回遠心洗浄後, 2次抗体として200倍希釈のAnti-mouse
lgG1-Per CP(日本ベクトンディッキンソン株式会社)とAnti-rabbit lgG1-
ALexa488(MolecuJarprobes); 50pLに懸濁し, 4℃で30min処理した. PBS
で3回遠心洗浄後,ナイロンメッシュを通しながらシースー液に懸濁し,解
一43-
析した. CHO K-1controlとCHO K-lsTLR9 trans　では一次抗体としてBiotin
conjugated-FLAG M2mouse lgGl monoclonal antibody(SIGMA),二次抗体
としてStreptavidin-PEを用いた. (Anti-swine TLR9 rabbit lgG polyclonal
antibodyを用いた場合は同様)
1-3413)レーザー顕微鏡による解析
293T, CHO K-1controlおよび293TsTLR9trans , CHOK-1sTLR9transを1 ×104
個ずつコラーゲンtype J %コ-トしたDiskに播き, -晩培養(37℃,5%COZ)
級, -20℃冷アセトンにて固定した(-20℃, 20min).アセトンをドライヤー
で完全に乾燥し, 24we" Djshに移し, PBSでSmin, 2回洗浄後,0.1%BSA/PBS
でブロッキングした(4℃, 60min). PBSでSmin, 2回洗浄後,一次抗体とし
て100倍希釈のAnti-FLAG MZ biotin抗体100LILを添加し, 4℃, 60min反
応させた.次に, PBSで5mjn, 2回洗浄後, 2次抗体として200倍希釈の
Anti-mouse 19GI streptavidin PE-CySを添加し, 4℃, 30min染色した. P巨s
で5min, 3回洗浄後, 200,000倍希釈SYTOX orange(Molecular Probes社)
で核染色(4℃, 10min)した. PBSでSmin, 3回洗浄後,更にミリq水で洗浄
し, PERMAFLUORを用いてスライドガラスに封入した後,共焦点レーザー顕
微鏡(B10-RAD)により解析した.
1 -35) CpG orjgo nucleotide(CpG ODN)配列
今まで報告されているCpG研究により見出されたCpG2006 (ヒト免疫細
胞を強く活性化する) , CpG1826 (マウス免疫細胞を強く活性化する) ,




来DNA) , HuLG (TCGT配列(ヒト型CpG配列)を持つLactobacI'/Iusgasseri
由来DNA) , HuLB (TCGT配列を持つLactobacI'/lusbulgaricus由来DNA) ,
MsSTl1 (ACGT配列(マウス型CpG配列)を持つStreptococcus由来DNA) ,
OLLB-7 (ACGT配列(マウス型CpG配列)を持つLactobaciI/us bulgan'cus由
来DNA) , AT5AC-L (ATおよびAC配列を多く持つLactobacI'/Ius gasseri
JCM1131'由来DNA) , TCGT-B40 (TCGT配列(ヒト型CpG配列)を持つ














TCGTCGTTTrG TCG TTTTGTCGT T
TCCA TG ACGTT(:CTGA CGTT
TCCA TGTCGT TCCTGT CGT T
CTGG T CrTTCTGGTTTTTTTCT GG
TATCGTCTTTGCA GATCGTA
G AAAAG GCr GTCG TTTTAGA
ACTCGAT CGT CCTGGA AAAT
〔AG GACGT TGTATCACT GAA






Dishに播き, PBS+5%FCSで2回遠心洗浄後, FJTC-CpG ODNSLAMおよび
FlTC-LPS 20pg/mLの濃度で細胞に懸濁した(37℃, 1 hour). 5%FCS添加PBS
-45-
で3回遠心洗浄後1 00倍希釈Biotin conjugated-Anti-FLAG MZ mouse lgGl








セトンで固定(-20℃, 20min)し, Diskを完全に鳳乾した. 24 well Dishに移
し, PBSでSmin, 2回洗浄後, 0.1%BSA/PBSでブロッキングした(4℃,
60min). PBSでSmin, 2回洗浄後,一次抗体として100倍希釈のAntトFLAG
M2 biotin抗体100LALを添加し4℃, 60min反応させた. PBSでSmin, 2回
洗浄役, 2次抗体として200倍希釈のAnti-mouselgGI streptavidin PE-Cy5
を添加し, 4℃, 30min染色した. PBSで5min, 3回洗浄後, 200,000倍希
釈SYTOX orange(Molecular Probes社)で核染色(4℃, 10min)した. PBSで













Primer sequences used in sTLR9 gene doning
sTLR9 gene cloming primer
sTLR9(230 I -2775)
sTLR9( I 708-2347)
sTLR9( 1 057- I 727)
sTLR9( 1 40- 1 089)
sTLR9(5限ACE. CDM synthesized )
sTLR9(5TRACE 1 st nested PCR)
sTLR9(57RACE 2nd nested PCR)
sTLR9PTRACE, cmA synthesized)
sTLR9PTRACE, PCR)



















:ATTCGmGT GTGGGGCCCCG G (
*51RACE AbridgcdAnchor Primer, Abddged UniversalAmplificadon himer and Oligo-d(T)17 Adaptor PHmer were ptJrChased











M G P A 〔 T L H P L S L L V Q V T A L A
花　　　　組　　　　98　　1的　　1 1¢　　1 ～匂
G〔GAm∝〔〔AGGG〔AGGCTGCClti〔mCTGC〔m¶艦1て〔AGCCS〔ACGG〔
A T L A Q G 氏 L P A F L P　⊂　E L Q P H G
1 3eI　　　14◎　　　1 59　　　16¢　　　1 7珍　　　180
〔TGGIWTGCAACTGG〔TClT∝TMTC〔Glも〔〔〔〔AlTTCTCGG【GG〔AGC∝〔〔
L V ～ 〔 N ～ L F L K ～ V P H F S A A A P
19砂　　　～紛　　　211〉　　　228　　　2 30　　　240
⊂GGGCCAACGT〔AC〔AGC〔Tm〔TTAC TUC〔AAC〔GCATC〔AC⊂虻TTGCACGACTCT
R A ～ V T S L i L L S N 良 I H H L H D i
ZSB Z馳　　　275　　　2馳　　　29匂　　　3的
GAETTCGTC〔AE〔TGIT〔AGCCTACGAAmltAACCTCAAGTGGAACTGC〔〔∝⊂∝にT
D F V H L S ～ L 冗 T L ～ L K　吋　N 〔 I P A
3 10　　　3ZB　　　】38　　　∋40　　〕 SCI　　　360
(苅〔〔TCAG〔〔〔〔ATGCAm〔⊂CTG〔〔ACATGAE〔ATCGAGC〔〔AACAC〔TTCCⅧ〔〔
G L i P M H F P　⊂　H M T I E I ～ T F L A
3 7B　　　380　　　39⑦　　　聯　　　418　　　428
GTm〔⊂TGGAGGAGCTGAAECTGAGCTACAACAGCATCACGAC〔GTG〔〔TEX:〔〔TG
V P T L E E L ～ L i Y N　～ I T T V P A L
43◎　　　44CI　　　450　　　460　　　47CI　　　488
〔〔〔GACTC〔CltGTm〔CTGTCG〔ltiAGC〔GCAKAAEATCCTGGTmAGAC⊂〔〔AC〔
P D i L V S L i L ～ R T ～ I L V L D P T
棚　　　508　　　51CJ 5 ～0　　　5 38　　　548
CAC〔TCAmCUACATGC〔〔T∝∝TAC〔TGTKATGGATGGCAAm3CTAETAEAAG
H L T G L H A L R Y L Y M D G N　⊂　Y Y K
5 59　　　56◎　　　5 7砂　　　5 8E)　　590　　　690
AAC〔CCITiC〔AGGGGG〔GCTGGAGGIGGTGC〔GGGTG〔〔CTCCTCGG〔mGGCAACCTE
N I 〔 Q G A i E V V P G A L L G L G N L
6 10　　　620　　　6 3D　　　640　　　650　　　6的
ACACATCITTEACTCAAGTAEAACAATCT〔疋GGAGGTG〔⊂C〔∝AGCCTK〔〔⊂〔〔AGC
T H L　～　L K Y ～ ～ L T E V P 氏 S L P P ～
6乃　　　6 8◎　　　698　　　780　　　71匂　　　728
〔TGGAGAE〔CITKlm〔TA⊂AACCACATTGTrAE〔Clt;AC∝〔TGJGGA〔〔TGGC〔
L E T L L L　～　Y N H I V T L T P E D L A
73B　　　740　　　759　　　758　　　77B　　　7診
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HDrrt血野｡f svyhe TLR9 tE) Ⅶ血uS SPeeies inthe








(LRRs)(aa; 62-771)で79･2%, 70･8%, 85.1%,トランスメンブレン(TM)(aa;
818-835)で78.9%, 73.7%, 78.9%, Toll/interleukin-1レセプタードメ
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Primer sequences used in the expressionanalysi s of sTLR9 mmA
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点; Crossing point (シグナルゐ立ち上がったサイクルと定義する)をシフト
させ検討した結果･ブタTLR9定量用の標準曲線, Error値; 0･0456,傾き;-
3･410･ y切片; 25･33･相関係数; -1･00を得た(Fig 3-3-8)･同様にブタβ一
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およびβ-actin cDNA量を数値化した(ブタ　TLR9/ β-actin CDNA
concentration index).さらにTLR9 CDNA concentration indexをhouse








hdex E)i svyine TLR9 CDNA cE)nCentnbm and mRNA in the ⅦriM也sSueS
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2-14)抗ブタTLR9ポリクローナル抗体の作製










































































Dotblot analysis ofantlgen PePtide for immunoabsorption test
A : Negative Control (Alexa4i8 Only)
B : Posidve Control (antiーSwine TLR9 polyclonal amibody + Alexa4i8 )
C : Immunoabsorpdon test (anti-Swine TLR9 polyclonalantibody + amigen peptide; 50ng + Alexa4i8)
























上皮細胞であるMembranous epithelial ceHs(M cells;M細胞)が散在するドー


































































AI  ACAAG GATGACGACGATAAG
KOZAK cmcensussquenCe
Reverse pnmer

















The treatmentwith restriction enzymeガind ‖ and BmnH J
for PCR products of swine TLR9 ORヂ DNA and plasmid
ve dor (pcDNA3)
hhrkef
The treatmentwith restriction enzymeHind H and BamH I
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Protein expressionanalysis of swine TLR9
inthe transfectants byflowcytometry
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近年,樹状細胞など自然免疫系の細胞に, TolHike receptor (TLR)とよば
れる一群の受容体が存在していることが発見された.現在までに10種類の
TLRの存在が報告されており,細菌やウイルスに含まれる特異的な分子パタ
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